p53遺伝子転写活性化に対するbcl-2の影響についての基礎的研究 by 呉 哲彦
金沢大学十全医学会雑誌 第105巻 第 2号 249- 256(1996)
p53遺伝子転写活性化に対する あcg-2 の
影響 に つ い て の 基礎 的研究
金沢大学医学部医学科外科学第 一 講座 ( 主任: 渡辺洋字教授)
呉 哲 彦
249
p53遺伝子 は ア ポ ト ー シ ス を 誘導す る作用を有す る こ と が示 され て お り , 一 方 占cg-2 ほ種 々 の 細胞 に 誘導 され る ア ポ
ト ー シ ス を抑制す る点に お い て 注 目 されて い る . 占cg-2 はp53遺伝子誘導性の ア ポ ト ー シ ス も抑制する と考え られて い る が ,
それ らの 相互 作用 に つ い て詳細な 生化学的解明は な されて い な い . 生化学的 に は p53遺伝子 は転写因子 と して も作 用 し ,
D N A損傷田子に よ る ス ト レ ス に 対 して そ の 活性が上 昇する . 最近 こ の p53遺伝子の 転写活性化に , - 70～ - 40塩基対(bas e
pair,bp)ま で の プ ロ モ ー タ ー 領域が 重要である と い う報告が な され た . あcg-2 に つ い ては , ア ポ ト ー シ ス を抑制す る際, 抗酸化
剤と して作用す る と い う考えが 受け入 れ られ てきた . そ こ で , ナポ ト ー シ ス 諌導因子下で の p53遺伝子 の 転写活性化の 制御に
着目し , 占cg-2 がこ れに お よぼす影響 お よ びそ の 磯序 に つ い て の 検討を 以下の 実験 に て行 っ た . マ ウ ス 繊維芽細胞(しTK
~
)を
用い , こ れ に 2 A kbの ヒ ト p53 プロ モ ー タ ー 領域を有す る , 合成 p53ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(chlor a mphe nic ola c etyltr a n sfer as e, CA T) プ ラ ス ミ ド p53 R X B C A T をト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, ア ポ ト ー シ ス を誘導す る抗
癌剤∴過酸化水素の 刺激下 に お け る p53遺伝子の 転写活性化を C A Tア ヅ セ イ に て 測定 した . 用い られ た ほ と ん どの 刺激 に よ
り p53遺伝子 の 転写活性化 は上 昇 した . 過酸化水素 では 約 6倍 , フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で は約 9倍の 上 昇を 示 した . S DS→P AG E-
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ティ ソ グ法を 用 い て ∴しT K一 細胞 の 内在性 p53蛋白 の 過酸化水素処理後の 変化を解析 した . 過酸化水 素の 刺
激に よ り , 7時間, 24時間後に p53蛋白の 発現量の 増加を認め た . 過酸化水素に 対す る p53遺伝子 の 転写活性化に お い て 基盤
とな る プ ロ モ ー タ ー 領域を 解析する た め , 異な る プ ロ モ ー タ ー 領域を 有する p53 プラ ス ミ ドを 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ぎ ン
し, 過酸化水素処理後 の 転写活性化を測定 した . こ れ に よ り ト 過酸化水素刺激 で は ほ ぼ - 70～ - 40bp ま で の 領域が , p53遺
伝子の 転写活性化に特 に 重要 で ある こ とが 示 唆され た . さ らに -70～ - 40bp の な か で , 別の 領域の プ ロ モ ー タ ー を有す るプ
ラ ス ミ ドを作製 し同様の 測定を した . これ でほ , - 70～ - 46bp ま で の プ ロ モ ー タ ー 領域を使用 した場合 に p53遺伝子 の 転写
活性化が最も克進 した . p53遺伝子の 転写活性化に 対す る bcl-2 の 影響を 検討す るた め , p53R X B C A T と bcl-2 発現 ベ ク タ ー
を 同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸化水素お よび フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で刺激後 , p53遺伝子の 転写活性化 を測定 した . こ れ
で は , 過酸化水素 およ び フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 刺激 に よる p53遺伝子 の 転写活性化 の 冗進 がと もに 減少 した の ほ , 占cト2 を用 い た
例の み で あり , 他 の 抗酸化剤 で ほ両刺激とも に は明 らか な減少は認 め られ な か っ た . わcノー2 の p53遺伝子に おけ る作用領域に
つ い て 検討す るた めに , - 70 ～ - 40bp 領域の うち , ･ - 70～ - 46bp 領 域の P53 プロ モ ー タ ー を持 つ プ ラ ス ミ ドを bcl-2 と同時
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 過酸化水素 で刺激後の p53遺伝子 の 転写活性化を測定 した . あぐJ-2 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した
例で は転写活性化 の 減少が認め られ た が , 他の 抗酸化剤を用い た 例 で は p53遺伝子 の 転写活性化の 明 らか な 減少 ほ認め られ な
か っ た . 以上 の 結果か ら , p53遺伝子の 転写活性化は ア ポ ト ー シ ス 誘導因子に よ り増強する こ と が示 され た . 毎J-2 ほア ポ ト ー
シ ス 誘導国子に よ り上 昇する p53遺伝子 の 転写活性化 を抑制する が , そ れ は従来考え られ て い た 抗酸化剤と して で ほ なくそ れ
以外の 磯序に よ る こ とが 示 唆 され た . さ らに , こ の 占cg-2 に よ る p53遺伝子 の 転写活性化の 制御 ほ , - 70～ - 46bp ま で の
p53の 特定 プ ロ モ ー タ ー 領域 へ の 作用 に よ る こ と が示 映さ れ た .
Key w ords apoptosis, p53, bcl.2, tran S Cription al activatio n, antio xida nts
p53 遺伝子は , ほ とん どの 癌 で 高頻度に 変異 を生 じて お り ,
その 変異が 癌の 増殖 に関連 して い る と 考 え られ て い るl)2). 一
九 そ の 生理機能 の 一 つ と して , 紫外線や 放射線 そ して 抗癌剤
などに よ り D N A が損傷 を受け ると , 細胞の 恒常性を維持する
ため細胞周期を Glで 停止 さ ぜ), 続 い て ア ポ ト ー シ ス を誘導す
る機能を有す る こ と も示 され てい る4 卜て). 占cJ-2 遺伝子は , ヒ ト
濾胞性 リ ン パ 腫に 見られ る , t(14;1 8)(q32;q21) 転座の 転座点
近傍 に 存在する癌遺伝子 と して発見 され , そ の 生理 機能と して
は l 種 々 の 細胞 に 誘導され る ア ポ ト ー シ ス を抑制す る点に お い
て 注目 され て い る8)8). そ の 中で , ゐcg-2遺伝子ほ p53遺伝子誘導
平成 7年12月15 日受付 , 平成 8年2月 6 日受理
A brebiation s :bp, basepair; CA T, Chloram phe nicol aLC etyltra n sfer ase; C P Ep53, C O r epr O m Oter el m e nt
p53;C P Ep53- B P I, C P Ep53 binding pr otein I; Dmt, deletio n m utant; D M E M, Dulbecc o
'
s m odified Eagle
'
s
m ediu m; D M S O, dim etyl s ulphoxide; F C S, fetal calf s eru m; G S H P X, glutathion e pero xidase; IL-6,
interleukin-6; LSmt, L inc ar-S C a n ning m utant; N A C, N- a C etylcystein e; P B S, Phosphaterbuffer ed saline
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性 の ア ポ ト ー シ ス を 抑制す る こ とも示 され て い る . ア ポ ト ー シ
ス と い う現象に 際 して , こ れ らの 遺伝子は そ の 生理 機能面で は
相互 作用を有す るが , 生化学的な相互作用の 検討 を加 えた 報告
ほ な きれ て い な い .
p53遺伝子 の 生化学的機能と して は転写因子と して作用 し,
また , D N A損傷因子 に よ るス ト レ ス に 対 して , そ の 発現 が 上
昇す るする こ とも知 られ て い る
川刷
. 最近, こ れ らの 刺激 に よ り
誘導 され る p53遺伝子の 転写活性化に , - 70～ - 40bp の プ ロ
モ ー タ ー 領域 が重要 で あり , こ れ を , コ ア プ ロ モ ー タ ー エ レ メ




一 方 , あcJ-2 はア ポ ト ー シ ス 制御 の 中で ほ 抗酸化剤
と して働く こ とが 示 され て い るt3川
本研究 で ほ , p53遺伝子 の 転写活性 の 制御 に 着 目 し, ア ポ
ト ー シ ス 誘導因子下 で あcJ-2 がp53遺伝子 の 転写活性化に お よ
ばす影響 ∴な らび に , あcg-2 の 抗酸化剤と して の 作用の 可 能性 を
検討 した . 同時 にり あd-2 に よ る p53遺伝子転写活性制御に お
ける , C P Ep53の 関連性 に つ い て も検討 した .
対象および方法
Ⅰ ∴細胞培養
実験に使用 した マ ウ ス 織維芽細胞(しT K~)は , 大阪大学細胞
工学 セ ン タ ー 平野俊夫博士 よ り提供 を受けた . 細 胞 は 5 % C O2
気相下 , 10% 牛胎児血清(fetalc alfs er u m, F C S) を添加 した





rn ediu m, D M E M)(日水製薬 . 東 京) にて 培養 した .
Ⅰ . ア ポ ト ー シ ス誘導因子に よる p53遺伝子 の転写活性の測
定
1. p53遺伝子 の 転写活性 の 測定
ア ポ ト ー シ ス を誘導す る抗癌剤 , 過酸化水素 の 刺激下 で の
p53遺伝子 の 転写活性化を , 2.4k bの ヒ ト p53 プロ モ ー タ ー 領
域を 有す る合成 p53ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス




L Smtl(- 6 9 /- 6 2)
L Smt2(- 6 3 /- 5 6)
L Snt 3(- 5 8/ - 5 2)
LSmt4(- 49/ - 43)
L Smt5(- 4 0 /- 3 3)
b
C p Ep5 3w t
C P Ep5 3
- a
C p Ep5 3- b
C p Ep5 3- e
C P Ep5 3
- d
C p Ep53- e
ミ ド(p53 R X B C A T)15), 5pg を 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し,
ア ポ ト ー シ ス 誘導 国子添加後 C A Tア ッ セ イ16)に て測定 した .
2 . ア ポ ト ー シ ス 誘導因子
ア ポ ト ー シ ス を細胞 に 誘導 させ る 刺激 と し で7)1 8) , 抗癌 剤で
ある , 硫酸 ビ ン デ シ ン (塩野義, 大 阪), 塩酸 ブ レ オ マ イ シ ン (日
本化薬 , 東京)塩酸 ドキ ソ ル ビシ ソ (協和発酵, 東京) ェ トポ シ
ド(ブ リ ス ト′レ マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ , 東京) シ ス プ ラ チ ン (ブリ
ス ト ル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ), マ イ ト マ イ シ ン C(協和発酵, 東
京), フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (協和発酵), 過酸化水素(和光純薬 , 大
阪) を用い た .
3 . C A Tア ッ セ イ
C A Tア ッ セ イ の 方法を 以 下 に 示す . 細胞 を 60m m デ ィ ッ
シ ュ に 1.6×10
6
個播種 し, 5 % F C S添加 D M E M培地 で24時間
培養後 , リ ポ ー タ ー 遺伝 子 5〟g を ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ー デキ
ス トラ ン 法1g)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した . ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の 効率 を高め るた め に , 9 0分後 , 10% ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド(dim etyls ulpho xide, D M S O)(SI G M A, St. Lo uis, U S A) 含
有 D M E M培地 2ml を添加 , 2 分 間静置 し た 後 , 無 血 清
D M E M培地 に て 洗浄 , 血 清 の p53 プロ モ ー タ ー へ の 影響を最
小限に 保 つ た め28), こ れ を無血 清 D M E M培地 に て 24時間培養
した . 培養後 ▲ 抗癌剤 ∴過酸化水素に て処理 し 5 % C O2気相下で
さ らに 培養 した . つ い で24時間後 , 細胞を 採取 し , 超音波発生
装置を用 い て緩衝液(0.25 M Tris- H C L, pH 7.8)80J上l内で ホ モ ジ
ネ ー シ ョ ン を行 い , 細胞内蛋白質を抽出し た , 抽出 した蛋白質
1 0恥g と t 14C-ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (25J£i/ml) (ア マ シ ャ ム
ジ ャ パ ン , 東京)5FLl と 4m M ア セ チ ル コ エ ソ ザ イ ム A 20FLl を
37 ℃で90分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン した後 , シ リ カ ゲ ル T LC プ
レ ー ト (M E R K, Dar m stadt, Ger m a ny)に 展開 し , バ イ オ イ メ ー
ジ ン グア ナ ラ イ ザ ー B A SlOOO(F UJI X, 東京) で転写活性化を
測定 した .
Ⅲ . 遺伝子 導入細胞 に お ける p53蚤自の解析
L-T K~細胞 の 内在性の p53蛋白が過酸化水素 で 処理 した後,
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Fig.1. T he hu m a np53pr o m oter s equ en c e(fr o n - 83to - 1 9). T he m o st 3
'
e nd of m ajo rtr a n s criptio n site forthe hu ma np53
ge n e asdete r min ed by Tu ck a nd Cra wford
15)is te ntativ ely def ined as + 1 in this study. (a)T he s equ e n c e s of 5
'
deletion(Dmt)
a nd linker-S C a n ni g(Ls mt) mpta nts ofp53pr o m oter-C A Treporterge n es a re sho w n･ Iqe ntic al ba s e s ar e sho w nby dashe s･ (b)
T he s equ e n c e s of wildtype p53pr o m ote r c or e ele m e nt ar e sho w n. C P Ep53-a is p53pre m oter s equ e n c efr o m
- 70to - 54･
C P Ep53-b is from
- 63to - 46･ C P Ep53
-
C is from - 53to - 40･ CP Ep53-dis fr o m
- 70to - 46･ C P Ep53
- e isfr o m - 63to
- 40,
占cJ-2 の 53転写活性制御 に 関す る基礎的研究
どの ように 変化する か を , S D S-P A G E ウェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ソ グ法 で解析 した . 60m m デ ィ ッ シ ュ に 細胞 を 1.6×10
8
個播種
し, 5 % F CS添加 D M E M培地 で24時間培養後無血清培地に 換
え, さ らに24時間培養 した ■ つ い で 過酸化水素 30恥M 添加か
ら, 7時間後お よび24時間後 に 細胞 を採取 した . 採取 した細胞
に緩衝液(50mM リソ 酸カ リ ウ ム , pH 7･8)50FLl を加え
21)ホ モ ジ
ネ ー シ ョ ン を行 い , 抽 出 した資料 20恥g と , 2一 メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル (和光純薬) とを 混和 し100 ℃に て 2分間煮沸後 , 10%ポ
リア ク リル ア ミ ドゲ ル に て電 気泳動 を行 っ た . こ の 後 ゲ ル を
EC L- ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー (ア マ シ ャ ム ジ ャ バ ソ) に 転
写した . つ ぎに , こ の フ ィ ル タ
ー を 5% リ ン 酸緩衝生 理 食塩
水(pho sphate-buffe r ed salin e, P B S) (pH 7･4)一 ス キ ム ミ ル ク (雪
臥 札幌)に37 ℃で 3 時間静置 し, ツ イ ー ンー 20(和光純薬) 加
P BSに て 洗 浄後 , 抗 p53抗 体 (On c oge n eScien c e, N Y,
U.S.A.)と 1 時間反応 さ せ た . つ い で 同様 に 洗浄 し , フ ィ ル
タ ー を 西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダーゼ (hor se radish pero xida.se,
H RP) 結合抗 マ ウ ス IgG(ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 束京)と 1時間
反応させ た . さ らに フ ィ ル タ ー を ツ イ ー ソー 20加 P BSに て洗浄
した後 , E C L ウェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検知液 (ア マ シ ャ ム
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Fig.2. Apopto sis indu cing fa ctor sthatindu c ethe tra n s cr-
1ptio n ala ctiv atio n ofthe p53pr o m oter. I; T K~ c ells w e re
tra n sfe cted with p53 R X B C A Tr eporte rge n e c o ntaining a
2･4 kb hu m a np53pr o m oter r egio n a nd w ere e xpo s ed to
V ario u s age nts kn o u w n as apopto sis indu cingfa ctors. Cell
e xtracts w er epr epar ed for C A T deter min atio n. C A T
activities w er edes cribed asthe v alu e r elativ eto the ba s al
C A Ta ctivity that w a s set at a v alue of l. Ce11s w ere
e xpos ed to n o stim uli for ba s al. B, bas al; V, Vindesin e
Sulfate;Bl, ble o mycin s ulfate; D, do x or ubic n hydr o chlori-
de; Et, etOPO Side; C D, Cisplatin; H, hydroge n per o xide;
M, mito mycin C; Fu, flu or o ur a cil.





Fig･ 3･ W ester nboltting a n alysis of e ndoge n o u sp53pr otein
le v elsin L- T K
-
c e11sfo1lo winghydroge npero xide exposure･
Fo1lo w lng hydr oge n per o xide e xpos u re, endoge nou s p53
proteinle v elsin L-T K
-
c els w e re ele v ated. T he n u mber




Ⅳ . p53 プ ロ モ ー タ ー 領域の解析
1 . 異な る プ ロ モ ー タ ー 領域を有す る p53 プラ ス ミ ドの 作
製
12)
p53R X B C A T を鋳型と して , - 325 から + 12塩基対(bas e
Pair, bp) ま で の プ ロ ∴モ ー タ ー 領域 をも つ プ ラ ス ミ ド(p5PC A T-
325wt), お よび - 80 から + 1 2bp ま で の プ ラ ス ミ ド欠失変異型
(deletio n m uta ntl, Dmtl) を作製 した . つ い で , リ ン カ ー 変異
導入 法を用 い て p53 C A T-325wt の塩基配列を変異 さ せ , こ れ
を C A Tレ ポ ー タ ー 遺伝子の 上 流 に 接続 した プ ラ ス ミ ド, リ ン
カ ー 導入変異型(linc ar- SCa nning m uta nt, L Smt)1～ 5 を作製 し
た . さ ら に イ ン タ ー ロ キ ン ー6(interleukin,6, Ⅰし6) 遺伝子の
T A T A ボブ ク ス だ け を含む 領域の 上 流に , 特定の p53塩基配
列を接続 し C A Tレ ポ ー タ ー 遺伝子に 阻み込ん だ プ ラ ス ミ ド,
C P Ep53を作製 した22)(図1).
2 . p53遺伝子 転写活性化の 測定
上記 の プ ラ ス ミ ド p53C A T-325wt お よび L Smt l～ L Smt
5各 々 5〃g を , L-T K
~
細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し過酸化水
素 300FLM で 処理 後 , それ らの 転写活性化を C A Tア ッ セ イに
て 測定 した . こ の 結果をもと に , 過酸化水素 の ス ト レ ス に 対す
る p53 プロ モ ー タ ー 活性化 の 中心 領域 を同定す る 目 的で ,
C PEp53-b(- 63～ - 46), C P Ep53-C (- 53～ - 40), C P Ep53-d
(- 70～ - 46) 各々 5J吼 を用 い て 同様 に 転写活性化 を測定 し
た .
Ⅴ . ♭cト2 のp53 遺伝子転写活性化 へ の影響
占c∠一2 が p53遺伝子の 転写活性化に どの よう に 影響を 及ぼ す
かを み るた め に , 細胞に p53 R X B C A T 5FLg と bcIT2 発現 ベ ク
タ ー を 同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 過酸化水素 30J上M で
刺激後 , P53遺伝子の 転写活性化を C A Tア ッ セ イ に て 測定 し
た . あcg-2 の コ ン ト ロ ー ル と して , pE F-B O Sベ ク タ ー 23)を使用
した . そ の 他, 占cJ-2 の 代わ りに 抗酸化剤 で ある N一 ア セ チ ル シ
ス テ イ ソ (N- a C etyl cystein e】 N A C)20m M お よ び a-ト コ フ ェ
ロ ー ル 20恥g/mlを ∴過酸化水素刺激直後 に 培地中に 添加 し























B wt D-1 L31 Ls2 Ls3 Ls4 Ls5
Fig. 4. Activ atio n of diffe re nt p53 promoterfr agm e nts a nd
linker s c a n ni g p53 pr o m ote r m uta nts. Se v er al p53
pro m oterfr agm e nts a nd m uta nts c o nstr u cted fr o m p53
R X B C A Tw er etr a n sfe cted into L- T Kc ells. p53pr o m oter
a ctiv atio nin thes e c e11s w er e a s sayed by C A T deter min a-
tio nfollo w lng 24 hrshydr oge n per o xide e xposure. CA T
activitie sw ere des cribed a sthe v alu e r elativ eto the bas al
CAT a.ctivity that w a s s et at a v alu e of l. De cre a s ed
tra n s criptio n al a ctivity of Ls2 and Ls3 w e re sho w n. B,
bas al; Wt, p53 C A T-325wt; D-1, Dmtl; Lsl, Ls mt-1; Ls2,
Ls mt-2; Ls3, Ls mt-3; Ls4, Ls mト4; Ls5, Ls mt-5.
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(glutathio n eper oxidase, G S H P X)と , Ref-1 発現 ベ ク タ ー を ,
bcl-2 の 場合 と 同様 に p53R X B C A T と同時 に ト ラ ン ス フ ェ ク
シ
ョ
ソ し p53遺伝子 の 転写活性化を測定 した . つ い で 同様の 検
討を , 過 酸化水素 の コ ン ト ロ ー ル と して フ ル オ ロ ウ ラ シ ル
5〃g/ml を用 い て行 っ た .
Ⅵ . bcト2 の p53 遺伝子 に対する作用領域の検討
あぐg-2 が p53遺伝子に 対する転写活性化 に 対 し影響を及ぼす
際, p53 プロ モ ー タ ー 領域の どの 配列領域 に 作用 す るの か を検
討す るた め , 上 記 の C P Ep53-d 5FLg と bcl-2 を細胞 に 同時に
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 過酸化水素 300J`M で 刺激 , そ の 後 の
p53遺伝子 の 転写活性化 を C A Tア ッ セ イ に て 測 定 した .
bcl-2 の コ ン ト ロ ー ル と して pE F-B O S, G S H P X, Ref-1 を用 い
同様に CA Tア ッ セ イ を行 っ た .
成 漬
Ⅰ . アポ ト ー シ ス誘導因子刺激 に よ る p53遺伝子 の転写活性
化
ア ポ ト ー シ ス 誘導 国子刺激に よ る p53 R X B C A Tの 転写活性
化を , C A Tア ッ セ イ に て 測定 した結果 , P53遺伝子 の 転写活性
化ほ コ ン ト ロ ー ル の 末刺激例と比 べ , 塩酸ブ レ オ マ イ シ ン と 塩
酸 ドキ ソ ル ビ シ ソ , お よび 硫酸 ビ ン デ シ ン を除 い た そ の 他の 刺
激に よ り 明 らか に 増強 した (図2). そ れぞれ 約 2倍か ら 9倍 で















B c p E-b C PE- C C PE-d
Fig. 5. Ide ntific atio n of p53pro m oter r egions r equir ed for
hydr oge n per o xide r e spo n s e. Ce11s w ere tr a n sfe cted with
V ario u spla畠mids c o ntaining p53pr o m oter subfragm e nts.
C P Ep53-b c o ntaingfr agm e ntfro m p 63to - 46(C P E-b),
C P Ep53-C C Ontainingfr agm e ntfr o m - 53to - 40(C P E-C),
C P Ep53-d c o ntainingfragm e ntfro m q 70 to
- 46(C P E-d).
p53pro m oter activ atio nin the se c e11s wer ee stim ated with
C A T determinatio n fouo wing 24hr hydroge n perixide
expos u r e. No hydr oge n per o xide w as added to c ells for
ba sa･l(B)･ C A Ta cti vites. w er ede scribed a s the v alu e
r elativ eto the bas al C A Ta ctivity that w a s s et at a v alu e
of l. Cells with C P Ep53-d sho w ed highest pr o m oter

























No n e 1 2 3
Amou nt ofpla smid (JA g/dish)
Fig.6. E王fe cts of Bcl-2 a nd other age nts o nhydr oge n
per o xide-indu c ed p53pr o m oter a ctiv atio n, L-T K, c ells
W er e e XpOS ed to hydr oge n pero xide for 24 hr follow lng
p53 R X B C AT tr an sfectio n. N
- a C etyl cystein e(N A C) (20
m M) or a,tO C Ofer ol (To). ･(200JLg/ml) w a s added or
pE F
-B O Sv e ctor. glutathio n epe rixida s e(G S H P X), Re‖
a nd bcト2 e xpre ssio n v e ctor s w e re c otr a n sfe cted. Cells
W er e e XpO S ed to n o stim uli(ba s al). pE F-B O Sv e ctor,
bcl-2, G S H P Xa nd Ref-1 w er eintrodu c ed into し T K
~
c ells
atl･ 2 a nd 3pg/dish･ r eSpeCtiv ely p53pr o m oter
.
activ atio n
W a Sdete rmin ed by a C A Ta ss ay. C A Tactivlties w ere
de sc ribed a sthe v alu e r elativ eto the ba sal C A Ta ctivlty
that w as set at a v alu e of l. p53pr o m oter activ atio n
w er ede cr e as ed in the c ells tr a n sfe cted with bcl-2. [ユ
ba s al; 畠, N A C; P, To; 顔, Ve ctor; 困, bcl-2; 圏,





















No ne 1 2
Amo untofpla s mid (β〆dsb)
Fig.7. Effe cts of Bcト2 a nd other agents o nflu or o ur acil-in-
du c ed p53pr o m oter a ctiv atio n. L-T K▲c e11s w er e e xposed
toflu oro u r a cil for24 hrfollowing 53 R X B C A Ttra n sfe ctio一
･
n. N-a C etyl cystein e(N A C) (20m M) or α-tO C Ofer ol(To)
(200pg/ml) w er e added orpE F-B O Sv e ctor, glutathio ne
perixida se(D S H P X), Fef-1 a nd bcl-2 e xpres sio n v ectorS
w er e c o ntr an sfe cted. Cells w er e e xpo s ed to n o stim uli
(bas al). pE F-B O Sv e cto r, bcト2, G S H P Xa nd Ref
-1
e xpr es sio n pla s mids w e reintr odu c ed into L-T K
-
cells at
l, 2 a nd 3p g/dish, r e Spe Ctiv ely p53pr o m oter a ctiv ation
W a Sdetermin ed by a C A Tas say. C A Ta ctivities were
de x cribed a sthe valu e r elativ eto the basal C A Ta.ctivity
that w a s s et at a
.
v alu e of l. p53 pr o m oter a ctiv ation w aS
ap par e ntly de cr e a s ed in the c ells tra n sfe cted with bcト2
･
□, bas al: 胃,･N A C; 頻, To; 凰 Ve ctor; 園, bcl-2; 囲･
G S H P X; 匪凱 Ref-1.
あc才一2 の 53転写活性制御 に 関す る基礎的研究
で は約9倍の 転写活性 の 克進を認め た .
1 . p53蛋白の解析
過酸化水素の 刺激 に よ る , L て K~細胞の 内在性 p53蛋白発現
の変化を , ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に よ り分析 した結果 ,
無刺激の 例に 比べ 刺激後 7時臥 24時間例 で は p53蛋白の 発現
量の 増加を認め た (図3 )･
Ⅲ . 過酸化水素に よ る p53遺伝子の活性化に関わ る p53プロ
モ ー タ ー 領域 の解析
p53 R XB C A Tを 鋳型 と して 作製 した , 異な る プ ロ モ ー タ ー 領
域を有する プ ラ ス ミ ドを細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸
化水素の 刺激下で測定 した各 々 の 転写活性 を み る と ･
- 325か
ら + 12bp ま で の 塩 基配列を有す る プ ラ ス ミ ド p53 C A T-325
wt, お よび
- 80 から + 12bp ま で の 塩基配列 を有す る プラ ス
ミ ド Dmtl で ほ1 p53 R X B C A T と比 べ さ らに 増強 され た 転写
活性 の 上 昇 を 認 め た (図4). つ い で p53 C A T-325wt の ,
- 80bp ま で の 領域 に 変異を導入 した プ ラ ス ミ ド L Smtl, 2, 3,
4, 5 で は , LSmtl, 4, 5 に お い て 比 較的高い 転写活性化の 上昇
を呈 した が , - 63～ - 52bp 内で の 変異導入 を行 っ た L Smt 2,
3, 特に L S皿t3 で 惰性化の 上 昇ほ殆 ど認 め られ な か っ た . こ の
こと か ら , 大凡 - 70 か ら-40 bp まで の 領域が ∴ 過酸化水素刺
激に よ る p53遺伝子括性化 の た め の , p53 プ ロ モ ー タ ー の 活動
に 特に 重要で ある と考え られ た .
p53 プロ モ
ー タ ー 活性に 関連 して い る塩基配列を , さ らに 選
定するた め に C P Ep53 を種 々 の 領域 に 分け, こ の うち図 1 に 示
す C P Ep53b, C,d に つ い て ∴過酸化水素 に 対する活性 の 反応を
検討 した . -70 か ら- 46bp ま で の C P Ep53dに お い て p53遺
伝子 の 転写活性化は最も上昇 した (図5 ).
Ⅳ . わeト2 に よ る p53 遺 伝子転写活性化 へ の影響
あcJ-2 の p53遺伝子転写活性化 へ の 影響お よ び そ の 作用 機序























No n e 1 2 3
Am ou nt ofpla smid (Fl g/dish)
Fig･ 8･ Efe cts of Bcト2 a nd other a.ge nts o nhydr oge n
Per O Xide-indu c ed CP Ep53-d pr om ote r activatio n. I; T K~
C ells w er e e xpos edto hydrogen perixidefor24 hrfollo w lng
CPEp53-d tr a n sfe ctio n. pE F-B O Sv e ctor, glutathio n e
Per OXida se(G S H P X). Ref-1 a nd bcl-2 e xpr e ssio n v ector s
W er e ad ded . Ceus w er e e xpos ed to n o stim uli forba s al.
pE F-B OS v e cto r, bcト2, G S H P Xa nd Ref-1 e xpr es sio n
Pla s mids w ereintr odu c ed into L T K, c ells atl, 2 a nd 3
Pg/dish, re Spe Ctiv ely C P Ep53-d pr o m oter a ctiv atio n w a s
determin ed by a CA T a say. C A Ta ctivitie s w er e
described a sthe v alu er elative to the bas al C A Ta ctivity
that w a s set at a v alu e of l･ p53pr o m oter activ atio n
W er e ap pare ntly de cr e as ed in the c e11s c otra n sfe cted with
bcト2･ □, bas al; 観, Ve cto r; 陶, bcl-2; 囲, G S H P X; 臥,
Reト1,
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ル オ ロ ウ ラ シ ル を選び , 両 刺激下 で の 如g-2 とp53遺伝子の 関
係 を調 べ た (図6). 如g-2 発現 ベ ク タ ー を 同時に ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し発現 させ た 例で は , 過酸化水素 で 増強す ると 考えら
れ る p53遺伝子の 転写活性化が , コ ン ト ロ ー ル の ベ ク タ ー と比
べ 減少 した . 抗酸化割と して 作用する と考え られ て い る N A C,
α - ト コ フ ェ ロ ー ル , G S H P X, Ref-1 を用い た場合で ほ , N A C使
用例で は p53遺伝子転写活性化ほ減少 した が , そ の 他 の α-ト コ
フ ェ ロ ー ル , G S H P X, Ref-1 を用 い た 例で は j bcl-2 と比較 し,
p53遺伝子の 転写活性化の 減少は認め られなか っ た . また , 過
酸化水素 に 変え フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 刺 激 と した 場合 (図7),
占cJ-2 発現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した 例 で , 過酸化
水素の 場合と同様 p53遺伝子 の 転写活性化は減少 した が , そ の
他 の 例 で は p53遺伝子 の 転写活性化に 著明 な減少 は見 られ な
か っ た .
V . わcト2 のp53 転写活性化 へ の影 響 に 関与す るプ ロ モ ー
タ ー 領域の検討
C P Ep53-d と bcIT2, pE F-B O Sベ ク タ ー , G S H P X, Ref-1 を
同時に 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した 場合 の p53遺伝 子 の
転写活性化を み ると . 占cg-2 例で ほ 転写活性化 の 減少 が認め ら
れ た が , pE F-B O Sベ ク タ
ー
, G S H P X, Ref-1 を用 い た 例で ほ明
らか な活性化の 減少 は見 られ なか っ た (図 8).
考 察
ア ポ ト ー シ ス は l 細胞が 恒常性 を維持す るた め の 細胞死 の 機
構の 一 つ で あり . 癌を始め 種々 の 疾患 の 発生に 関与 して い る .
Kerrら
餌)が 初め て 報告 して 以来 , 臨床お よ び基礎医学 の 各分野
で 研究が進 め られ て きた .
分子生物学 の 分野で もそ の 機構 に つ い て 多様 な 研究が な さ
れ , 複数の 遺伝子 が そ の 機序を制御 して い る こ と が 明 らか に き
れ て い る . p53遺伝子 は , 多く の 癌 で 高頻度に 変異を起 こ して
い る こ と が知 られ て い る がl), そ の 生理 機能ほ , 放射線 や 薬剤
な どに よ り D N A が損傷 を受ける と細胞 の 恒常性 を維持する た
め , 細胞周 期を Gl で 停止 させ る こ と で ある と 考 え られ て い
る封 . また , 正 常塾 p53遺伝子導入実験や , p53遺伝子欠損胸腺
細胞 な どの 研究か ら , ア ポ ト ー シ ス を誘導する活性がある こ と
が示 され た4 卜7). こ れ ら の 機能と合わ せ て p53遺伝子 ほ 転写 因
子と し て も働き , 紫外線や放射線 , あ る い は 抗癌剤 な ど の
D N A損傷因子に よ りそ の 活性が 高め られ る こ とも知 られ て い
る
t 仙 )
一 方 , ♭cJ-2 は, 多 くの ヒ ト濾胞性 リ ン パ 腫 に 見 られ る t
(1 4;18)(q32; q21) 転座の 転座点近傍に 存在する癌遺伝子 と し
て 発見 され た . 占c′-2 の 発現は比較的広範 な組織で 見 られ る が ,
特 に リ ン パ 系や , 神経系に お い て 顕著で ある
25)28)
. 生理 機能と し
て ほ , Vau x ら
27)が , 1988年に Bcl-2蛋白質の 過剰発現 が リ ン パ
球の (細胞死)ア ポ ト ー シ ス を抑制す る こ と を示 して 以来, 現在
は種 々 の 刺激に よ り各種の 細胞に 誘導され る ア ポ ト ー シ ス を抑
制す る遺伝子 で ある こ とが知 られ て い る8)岳). そ の 他 , 抗癌 剤に
よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導 に 着 目 した 報告 で は , p53遺伝子 と
玩阜2 が薬剤の 効果に 影響を与え , そ の 発現が 耐性 や予後 に関
連 して い る の で ほ な い か と考 え られ て い る
28卜 抑
.
こ の 様 に , 生
理作用と して p53遺伝子と みcJ-2 ほア ポ ト ー シ ス と い う現象の
中で 相反す る作用 を有 して お り , さ らに あcJ-2･は p53遺伝子 に
よ るア ポ ト ー シ ス の 誘導を抑制す る こ とも示 され てい る31ユ.
しか しなが ら , こ れらを 生化学的側面か らみ た場合 , p53遺
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伝子, 占cJ-2 , そ して , こ れ ら 2つ の 相互 作用の メ カ ニ ズ ム に 関
して の 詳細な 解明は い まだ な され て い な い . p53遺伝子に つ い
て ほ , そ の 生理学的 お よび 生化学的機能 に つ い て ほ 報告 され つ
つ ある が , 遺伝子 の 発現誘導が , どの よ うな 枚序に よ りひ きお
こ され るか は 明ら か に され て い な か っ た . ま た , 占cg-2に 関 して
は , 作用幾序 に つ い て の 詳細 な 解 明 は な さ れ て い な い が ,
Bcl-2 が抗酸化剤 と して作用する こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 抑
制 L てい ると い う考えが受け入 れ ら れ て い た1 3)14). 種 々 の 刺 激
に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を誘導す る シ グナ ル が 細胞に 伝え られ る
る こ と に よ り , 細胞 内で 活性酸素が合成 され , そ の 細胞傷害作
用 に よ り ア ポ ト ー シ ス が 誘導され , 細胞 は死 に 至 る . こ の 活性
酸素に よ る経路ほ全て の ア ポ ト ー シ ス に 至 る共通経路で あり ,
Bcl-2 がこ れ に 対 して 抗酸化剤と して働く こ と で , ア ポ ト ー シ
ス が 抑制 され る と い う考え 方で ある . しか しな が ら最近 の 知見
で は , こ の 考 え ほ必 ず しも わcg-2 の 活性磯序を全 て説 明 して い
るわ けで ほ なく , 活性酸素を要す る経路ほ ア ポ ト ー シ ス へ 至 る
過程の ひ と つ で ある こ と , 低酸素 お よび 無酸素状態 で誘導 され
る ア ポ ト ー シ ス で は活性酸素は関与せず , みc才一2 はこ の 活 性酸
素を介 さない 機構 で も細胞死を抑制す る こ と が示 さ れ た32 ト 357
本研究に お い て ほ , ア ポ ト ー シ ス 誘導 国子存在下 に お け る ,
p53遺伝子の 転写活性化に 対する ∂cJ-2 の 影響 お よ び , そ の 際
Bcl-2 が抗酸化剤 と して 作用 す る可 能性 を検討 した . さ らに ,
p53遺伝子に お ける あごJ-2 の 作 用領域 に関 して の 検 討も行 っ
た .
ア ポ ト ー シ ス を 誘導する困子は遺伝子 に有害な ス ト レ ス で も
あり , P5 3遺伝子は こ れ らの 刺激に 対 して ▲ そ の 細胞内の 蛋白
レ ベ ル が上 昇す る . 最近 t そ れ ほ 転写の 活性化も伴 っ て お り
mR N Aレ ベ ル で の 発 現の 上 昇が 同時に起 こ っ て い る こ と が 示
され た
12)
. 本研究 で は , m R N Aレ ベ ル で の 確認ほ 行 っ て い な い
が , C A Tア ッ セ イ に よ り種 々 の ア ポ ト ー シ ス 誘導 因子 で p53
プ ロ モ ー タ ー の 転写活性の 上 昇を み とめ た . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ法 に よ り過酸化水素に よ っ てそ の 蛋白 レ ベ ル の 上昇 が
確認できた こ と か ら , こ の 現象 は mR N Aレ ベ ル お よ び蛋白 レ
ベ ル で 生 じて い る可 能性も考え られ る .
Su n ら)2)は , D N A損傷因子に 対す る反応と して 誘導 さ れ る
p53遺伝子 の 転写活性化で は , - 70～ - 40bp まで の p53 プロ
モ ー タ ー 領域が 基盤 とな ると して , こ れ を C P Ep53と命名 し
た . 本研究 に おけ る過酸化水素に 対す る p53遺伝子 の 反応 で
も , - 70～ - 40bp ま で の プ ロ モ ー タ ー 領域 が 転写 の 活性化 に
重要である こ と が確認 され た . また , フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で も同
様 の こ と が確認 され て い る . さ らに 検討を すすめ た 結果 , 過酸
化 水素 に 関 し て も , - 70 ～ - 46bp の プ ロ ･モ ー タ ー 領 域
(C P Ep53-d)が p53遺伝子の 転写活性化 に 最も必要であ る こ と
が示唆 され た .
過 酸化水素と t フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 刺激下で , みcJ-2 を同時 に 細
胞へ トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ す る と p53遺伝子 の 転写活性化 が
減少 した こ とか ら , 占cJ-2 に よ りp53 プロ モ ー タ ー の 転写活性
化が抑制 され たと考え られ る . 一 方 , 抗酸化剤 と して の 作用 を
有す る α - ト コ フ ェ ロ ー ル ,
'
GS H P X, Ref-1 で は両 因子刺激下に
お い て , p53遺伝子 の 転写括性化 の 減少 が見られなか っ た .
N A C むこ関 して ほ , 過酸化水素下で p53遺伝子の 転写活性化 を
減少 させ た が , フ ル オ ロ ウ ラ ツ ル 下 では 転写活性化 の 減少 ほ認
め な か っ た . あcJ-2 が抗酸化剤 と して 作用す るな らば , N A C,
G S H P X な どと同様 の 影響を p53遺伝子の 転写活性化に及ぼす
と考 え られ る が , こ こ で は ぁc才一2 の み が 双 方 の 刺激 に よ る
p53遺伝 子 の 活性 を抑制 して い た ･ こ の こ と か ら, みcg-2の 作用
磯序に 抗酸化割 と して の 畿能以外 の 可 能性が あ る と 推察 され
る .
P53 プロ モ ー タ ー の 転写活性化 が あぐJ-2 によ り抑制 され る こ
とが 明 らか に な っ た が , つ い で 占cg-2 の p53 プロ モ ー タ ー にお
け る作用 領域を検討 した . bcl-2 お よ び, 抗酸化剤 の CP Ep53-
d の 転 写活性化 に 対す る影響 を調 べ た と こ ろ , あcJ-2 の みが
C P Ep53-d の 転写活性化 を明確 に 抑制する こ と が示 された .
こ れ らの 結果か ら, あcJ-2 は抗酸化割と して の 機 能以外 の 経
路 で p53遺伝子の 転写活性化を抑制 し, それ ほ p53プ ロ モ ー
タ ー 領域 内の - 70～ - 46bp ま で の 領域 に 対す る作用 に 関連し
て い る こ とが 示堅変され た .
Su n ら
12一ほ , C P Ep53に 結合す る核内因子と して 新 しい 蛋白
(C P Ep53 binding protein I. C P Ep53-B P I) を 同定 した . 一
方 , わcJ-2 遺伝子 の 細胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ に よ り
Bcl-2 蛋白の 産生を我 々 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ 法に よ り
確認 し て い る ( デ ー タ ー 未 掲 載). こ の C P Ep5 3-B P Iに
Bcト2 蛋白が作用 し , p53 遺伝子の 転写活性化が抑制 さ れ る の
か は今後 の 検討が必 要 で ある .
ア ポ ト ー シ ス 制御 の 機構ほ い まだ 複雑である が , そ の 基礎,
臨床医学的重要性 は大きく , 今後 さ らな る 研究 がすす め られ る
もの と 考え られ る . 関連遺伝子 は 種 々 同定 され つ つ あるが , そ
の 詳細 に つ い て は 未解明な点 が多 い . 本研究 で ほ こ れ らの 関連
遺伝子 の 相互 作用 と して , あcg-2 はp53遺伝子の 外的ス ト レス
に 対する 転写活性化を抑制す る が , そ の 際 , わcg-2 は従来考えら
れ て きた 抗酸化剤と して で ほ な く , そ れ 以外の 機序で作用する
可 能性が 示 され た . また , 同時に あごJ-2 が働くの は p53遺伝子
の 特定 プ ロ モ ー タ ー 領域 -70～ - 46bp で あ る こ と も示酸され
た .
結 論
ァ ポ ト ⊥ シ ス 誘導国子下に お け る p53遺伝 子 の 転写活性化
に 対 し, あcg-2 の 及ぼす影響 お よ びそ の 儀序に つ い て 研究 し, 以
下の 知見 を得 た .
1 . p53遺伝子の 転写活性化ほ ア ポ ト ー シ ス 誘導 因子に よる
刺激に よ り, 末刺激例 と比較 して 約 2 ～ 9倍 に 上昇 した . 過酸
化水 素で は約 6倍 , フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で は 約 9倍 ま で転写活性
化が 上 昇 した .
2 . p53遺伝子 の ほ ぼ - 70～ - 40bp まで の プ ロ モ ータ ー 領
域に 変異を 導入 する と , 変異 を導入 しな い 例と 比較 し, 過酸化
水素に よ る p53遺伝子 の 転写活性化ほ そ の 上 昇 が抑制され た ･
3 . 過酸化水素お よ び フ ル オ P ウ ラ シ ル 双 方に よ る p53遺伝
子 の 転写活性化ほ , むc才一2 に よ り減少 した が , 抗酸 化剤である
N A Cで ほ 過酸化水素 に よ る転写活性の み が 減少 し , α-ト コ
フ ェ ロ
ー ル や 抗酸化酵素で ある G S H P X, Ref-1 で ほ 双方と も減
少 しな か っ た .
4 . - 70～ - 46bp ま で の p53 プロ モ
ー タ ー 領域の 過酸化水
素に よ る転写活性化 ほ ▲ bcl-2 に よ り減少 し た が , GS H P X･
Reト1 で ほ減少 しなか っ た .
以上 よ り , わc才一2 ほア ポ ト ー シ ス 誘導 因子 に よ り上 昇する
p53遺伝子 の 転写活性化を抑制する が , そ れ ほ従来考え られて
い た抗酸化割 と してで はな くそ れ 以外の 磯序 に よ る こ と が示唆











































- 70～ - 46 bp まで の p53の 特定 プ ロ モ ー タ ー 領域 へ
の作用に よ る こ と が 示 唆され た ･
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A bstra ct
Tbe p5 3tu m ors uppressorgeneinduces apoptosis and the bcl- 2pro t o- O n C Ogeneinhibitsit. Howe v e r, the biochemical
m echanis m u nderlyingthe regulation ofapoptosi by these two gene s re m ainslargely unknow n ･ T he p5 3pro m o te r reglO n
ffo m -7 0to-40bpis reportedlyrequired fbrp53 basalprom o ter a c tl V lty andp53pro m oter activ tion ･ bcl-2 hasbee n reported
tofun ctionin the an tio xidantpathw ay topre vent apoptosis･ Herein, W einv estlgated the efftct of bcl-2 0 np5 3pro m o ter
a ctiv atio n a nd the m echanis m of its effect･ M o u s eL - T K- cells w e r e tr ansfected with the orlglnal p5 3pro m o te r-
Chlora mphe nic ol acetyltr an Sfbrase(CA T)fusio nplasmi d(R X B C A Tp5 3)and were expo sed to v ario us apoptosisinducing
agents･ P5 3pro m o ter a ctiva tion w a sdeter mined by a C A Tass ay ･ Hydroge nperoxide andflu oro u racilelevated
tran S C nPt10n al ctivity6-foldand 9-fold,r e SPeCtiv ely, W e st ern blot analysISreVe aled eleva tion ofthep5 3pro teininthe cells
underhydrogen perO Xide stimulation･ T ne res ultsofCAT assay of the cells tra n sftcted wi thplas mids c ontain lng different
P53pro m oterreglOnSindic ated that the pro m o te rreglO nfro m T7 0to -40bp, e SpeCially the reg10n fro m -70to -46bp, lS
required fbr p53 basalpro m o te r activity a nd p53 pr o moter a c tivation by hydrogen peroxide. p5 3(R X B C A Tp5 3)prom oter
tr anscnpt10nalactiv atio nby both hydrogen per OXide and fluoro ura cilw ere apparently decreased in the cells cotransfe cted
with bcl-2, bu tno tin the c ells treated or c otra n sftcted with other antioxidants such asN - a Cetylcysteine, a -t OC Ofbrol,
glutathio neper oxidase and Ref-1･ Thisindic atesthatbcl-2 suppres sp5 3pro m o ter ac tivation not only in the antioxidant
Pathw ay butalsoin anO ther pathw ay･ T he activation ofthe p5 3pro m o te r reglOn fro m -7 0to- 46bp by hydroge npe roxide
W aS als ode creased in the cells cotr an sftcted with bcl-2, bu tno twith other antioxidants･ T hesefindings suggest that the
incre as ed p53 pr o moter ac tiv atio nby apoptosisinducing agen tsis s uppres s ed by bcl-2 no tin the antio xida ntpathwaybut
an 0therpathw ayby actl ng O n the specificpro m ote rr eglOn from -70to-4 6 bp ofp5 3･
